BEPUBLIQ-U 



F R A N g 




PCM2004/00 087 



INSTnUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



REQU.i 3-0 JU/L. 2004 



OMPI 



PCT 



BREVET D 'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 



Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrjelle certifie . que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a IMnstitut: 



Fait a Paris, le . 



2 1 m. -2! 



ay 

c=5 



DOCUMENT DE PRIORITE 

PRESENTE OU TRANSMIS 
CONFORMEMENT A LA 
REGLE 17.1.a)OUb) 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du Departement des brevets 




Martina PLANCHE 





26 bis, rue de Saint Petersburg . 75800 Paris Cede* 08 

f-" r gy ? t ^- t ! 1 f?! i f ner : tNPI DlRErrr 
C»jriiMffT.m?Sy Q 825 83 UK srTl 

o.i5 e my«n 

Tflecopie : 33 (0)1 53 04 52 6 5 

' REMISE ^^d^^KH^QM^ 

2 75 ,NP| p ARIS 34 SP 

CM0315S 

N* D*ENREGISTR£MENT 
NATIONAL ATTR!8U£ PAR L'INPI 

:™™ Bte 2 S MARS 2094 



N° 11354-04 



11 



Vos references pour ce dossier 

(factdtatij) SGimF191/189FRbis 



E REVET D'BNVESUTeON 
CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propriSte intellectuelle - Llvre VI 

REQUETE EN DELIVRANCE 
page 1/2 

Crt Imprtme est a remplir lisiblement a IWrg noire «.«,.„ w 
m NOM ETADRESSE DU DEMANDEUROU DU MANDATAIRe" 
, A QUI LA CORRESPONDANCE D0.T EIRE ADRESsl 

CABINET ORES 
36, rue de St Petersboura 
75008 PARIS 




Demande divisionnaire 

Demands de brevet initiate 
ou demande de certiftcal d'tUilm initiate 



Transformation d'une demande de 
brevet europeen Demande de brevet nnttah 



HIKE DE L'iNVENTION ^^f^~ ma]dm ^ " ~ 

sssKsasassssass obtenu a part,r ^ °* b, f ,oobact ER , um et 



! DECLARATION DE PRIORITE 
OU REQUETE DU BENEFICE DE 
LA DATE DE DEPOT D'UNE 
DEMANDE ANTERIEURE FRANQAISE 



ou denomination sociale 



Prenoms 



Forme juri dique 
N° SIREN 



Code APE-NAF 



Domicile 
ou 

siege 

Nationality 



Rue 



Code postal et ville 



Pays 



Pays ou organisation FRANCE 
Date |1 (6 |0 ,4 12 ,0,0^) 

Pays ou organisation 

Pays ou organisation 
I | lil | 

□ 



N ° 03 04746 
N° 



I . . i SB ! aU ! eS Pri ° rit ' S ' C ° Chez ' a case « u ™™ 1"Prime ..Suite* 
I COMPAGNIE GERV AIS DANONE ,r " ^^m^M 




130, rue Jules Guesde 





■ iwmniT 

KATtOHAl DC 

la raor&tcre 
tnouiTBtn.it 



BREVET D'INVENTION 
CERTIFICAT D'UTILITE 

REQUETE EN D ELI VRAM CE 
page 2/2 



BR2 



REMISE 
DATE 



75 INPI PARIS 34 SP 



UEU 



040315S 



N° D'ENREGISTREMENT 









Nom 


GOULARD 


Prenom 


Sophie 


Cabinet ou Societe 


CABINET ORES 


Nationality 


frangaise 


N °de pouvoir permanent et/ou 
de lien contractuel 




Adresse 


Rue 


36, rue de St Petersbourg ! 


Code postal et ville 


17 i5 iO iO 18 1 PARIS 


Pays 


FRANCE 


N° de telephone (facidtatif) 


01 53 21 11 00 


N° de telecopie (facultatifj 


01 53 21 08 88 


Adresse electronique (facidtatif) 


ores@cabinet-ores.com 






Les demandeurs et les inventeurs 
sont les memes personnes 


□ Oui 

HO Non : Dans ce cas remplir le formulaire de Designation d'inventeur(s) 


0 fftpFoifW 






feablissement immediat 
ou etablissement differe 


m 
□ 

Choix a faire obllgatoirement au depot (cf. Notice explicative Rubrique 8) 


13 REDUCTION DU TAUX 
DE5 REDEVANCES 


Uniquement pour les personnes physiques 

Requise pour la premiere fois pour cette invention (joi7idre im avis de non-imposition ) 
□ Obtenue anterieurement a ce depdt pour cette invention (joindre une copie de la 
decision d'admission 4 rassistan^grattdteottiizdiqitersatiference): AG | , , , , | 


EE SEQUENCES DE NUCLEOTIDES 
ET/OU D'ACIDES AMINES 


[x] Cochez la case si la description contient une liste de sequences 


I Le support electronique de donnees est joint 

La declaration de conformity de la liste de 
sequences sur support papier avec le 
support electronique de donnees est jointe 


m 
m 


Si vous ave2 utilise rimprime «Suite», 
indiquez !e nombre de pages jointes 




EE SIGNATURE DU DEMANDEUR 
OU DU MANDATAIRE 

(Nom et qualite du signataire) ^^7^ ^ 
Sophie GOULARD — / n ^\ 
N°02-0503 C C O^J^Al^^ 


i 


VISA DE LA PREFECTURE 
OU DE L'INPI 



. V i •• / wu vjdimci xzfio iciduve a \ iniurmatique, aux ncniers ei aux HDenes s applique aux 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I'INPI. 



1er depot 



10 



La presente Invention est relative a un produil immunomodulateur 
obtenu a partir d'une culture dc Bifidobacterium, a son utilisation, notamment a litre 
de medicament ou d'ingredienl alimentaire, ainsi qu'aux compositions 
pharmaceutiques ou alimentaires le contenant. 

Le genre Bifidobacterium fait partie de )a famiJle des 
Actinomycetaceae : iJ regroupe des bacilles a Gram positif anaerobies stricts^ 
fermentant le glucose par la voie de la fructose 6-phosphale phosphocetolase. Leur pH 
optimal de croissance est compris entre 6 et 7, et leur temperature optimale de 
croissance est comprise entre 37 et 46°C. 

Les bifidobacteries font partie de la flore intestinale humaine 
normale, et on leur reconnajt de nombreux effets benefiques pour la same. 11 est 
notamment connu que les nourrissons alimentes au sein, qui possedent une flore 
intestinale dans laquelle les bifidobacteries predominent, resistent mieux aux 
infections et presentent notamment un risque de diarrhee plus faible que les 
1 5 nourrissons nourris avec des preparations lactees industrielles classiques. 

Le role des bifidobacteries dans cette resistance accrue aux 
infections n'a pas ete complement elucide. Differentes etudes indiquent qu'elles 
possedent un pouvoir immunomodulateur. qui impliquerait des substances 
polysaccharidiques associees a la paroi bacterienne, ou secretees par les bactdries au 
20 cours de la fermentation anaerobic Gomez et ah, (FEMS Microbiol. Lett., 1988, 56. 
47-52) decrivent l'effet immunomodulateur de fractions exocellulaires riches en 
polysaccharides produites par Bifidobacterium adolescentis ; la demande de brevet FR 
2 652 590 decrit un exopolymere immunopotentiateur de nature polysaccharidique 
produit par une souche du continuum Bifidobacterium infantis longum : Honoso et a). 
25 (Biosci. Biotech. Biochem., 1997, 61, 312-316 et Bioscience Microflora, 1998, 17, 97- 
104) decrivent des polysaccharides immunopotentiateurs produits par differentes 
especes de Bifidobacterium. L'action immunomodulatrice des bifidobacteries se 
manifeste egalement par la regulation de la microflore intestinale, en parliculier au 
detriment du developpement d'especes bacteriennes pathogene. Romond et al. 
(Anaerobe, 1997, 3, 137-143 et J. Dairy Sci., 1998, 81, 1229-1235) decrivent ainsi des 
fractions riches en glycoproteines, produites par Bifidobacterium breve en conditions 
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dc fermentation anaerobie, et induisent in vivo un effet regulateur de Ja microffore 
inteslinale. 

On trouve ainsi sur le marche de nombrcux produits fermentes par 
des bifidobacteries, eventuellement associees a d'autres bacteries lactiques, et dont 
5 ingestion permet de beneficier des effels immunomodulateurs des bifidobacteries et 
de leurs produits de fermentation. 

Cependant, et dans Je cas particuJier de I'alimentation infantile, 
ceux-ci presentent l'inconvenient d'etre trop acides et de presenter, notamment dans le 
cas des produits en poudre, un aspect non-homogene apres reconstitution, du fait de la 
1 0 coagulation des proteines du lait par l'acidite generee lors de la fermentation. lis sont 
done parfois mal acceptes par 1'enfant et par la mere. 

Afin de rem<Sdier a ces inconvenients, il a deja ete propose dans la 
demande internationale WO 01/01785, un precede de preparation d'un produit lacte 
immunostimulant par bioconversion, sans fermentation et done sans acidification du 
15 produit final, d'un substrat laitier a l'aide de bifidobacteries, et en particulier de la 
souche Bifidobacterium breve, deposee selon le Traite de Budapest, le 31 mai 1999, 
sous le numero 1-2219 aupres de la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes) tenue par I'Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, a Paris. 

Cependant, le precede de preparation decrit dans cette demande 
20 Internationale ne permet pas de preparer des produits alimentaires autres que des 
produits lactes et necessite des conditions de mise en oeuvre contraignantes d'un point 
de vue industriel, notamment le maintien de conditions de culture aerobies, le 
maintien du milieu de culture a une pression osmotique correspondant a 0,93 a 0,97 
d'activit<§ de l'eau (AW), et/ou le maintien du milieu de culture a une temperature 
25 comprise entre 40 et 48°C. 

Par ailleurs, Jes bactdries du genre Bacteroides fragilis representent 
environ de 30 a 50 % de la flore presente dans les matieres fecales chez l'homme. Leur 
localisation est majoritairement au niveau du colon (10 M bacteries par gramme de 
selles). Cependant, en cas de proliferation anormale, les bacteries du genre 
30 Bacteroides fragilis sont responsables de 80 % des infections bacteriennes anaerobies 
et sont de plus en plus frequentes du fait de leur resistance croissante aux traitements 
antibiotiques. Leur proliferation anormale dans l'organisme peut entrainer : 
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- la formation d'abces (abdominal, du cerveau. du foie, pelvien, 
poumorh rate), 

des septicemics. 

- des diarrhees, principalement chez les jeunes enfants, 
des endocardites. 

des peritonites. 

- des pneumonies. notamment necrosantes. 

Un taux de mortalite de 60 % en cas d l absence de traitement des 
infections a Bacleroides fragilis a ete reporte. 

II peut done etre interessant de pouvoir disposer d'un produit 
permettant de controler la proliferation de Bacleroides fragilis. 

Cest done afin de rem^dier a l'ensemble des inconvenients que 
presentent les produits decrits dans 1'arl anterieur et de pourvoir a un produit 
immunomodulateur pouvant etre incorpore dans tout type de produit alimentaire ou 
etre utilise pour la preparation de compositions pharmaceutiques 
immunomodulatrices, que les Inventeurs ont mis au point ce qui fait 1'objet de 
Tlnvention. 

Les Inventeurs se sont egalement donne pour but de pourvoir a une 
composition alimentaire ou phaimaceutique ayant un effet r^gulateur de la microflore 
intestinale, en particulier au detriment du d^veloppement d'espdees bacteriennes 
pathogenes, notamment Bacleroides fragilis. 

La prSsente Invention a done pour premier objet un produit 
immunomodulateur caracterise par le fait qu'i] est obtenu selon un procede de 
preparation comprenant les Stapes suivantes : 

- 1'ensemencement et 1'incubation. en conditions aerobies ou 
anaerobies, preferentiellement anaerobies, et a une temperature comprise entre 30 et 
40°C environ, de Bifidobacterium comprenant au moins la soucbe Bifidobacterium 
breve 1-2219 dans un substrat aqueux presentant un pH compris entre 6 et 8 environ, 
et comprenant au moins les ingredients suivants : 

i) du permeat de lactosdrum, 

ii) un hydrolysat de proteines de lactosehum, 

iii) du lactose, 



- l'elimination des Bifidobacterium du substrat aqueux : 

- l'ultrafiltration du substral aqueux sur des membranes de filtration 
ayant un seuil de coupure compris entre 100 et 300 kDa pour obtenir un retentat 
concentre : 

5 - la deshydratation du retentat concentre, de preference par 

lyophilisation ; 

- la mise en solution du retentat deshydrate dans un tampon ; 

- la chromatographic d'exclusion sur gel sur colonne presentant un 
seuil d'exclusion de 600 kDa de la solution du retentat ; 

10 - la recuperation de la fraction exclue a Tissue de la 

chromatographic qui constitue le produit immunomodulateur. 

La fraction exclue obtenue en mettant en ceuvre le procede conforme 
a Hnvention presente des proprietes immunomodulatrices ; elle permet en particulier 
de stimuler la proliferation des Bifidobacterium et de diminuer la population en 
1 5 Bac/erofdes fragilis au sein de la flore intestinale. 

Selon Hnvention, le permeat de lactoserum entrant dans la 
composition du substrat aqueux peut se presenter sous la forme d'une poudre, obtenue 
par ultrafiltration de lactoserum, apres sechage (par spray ou par toute autre technique 
de sechage), de la fraction liquide, demineralisee ou non, qui franchit la membrane 
20 lors de Pultrafiltration du lactoserum. 

Les hydrolysats de prolines de lactoserum utilisables dans le cadre 
de la presente Invention, peuvent etre obtenus par les methodes habituellement 
utilisees pour la preparation des hydrolysats de proteines, notamment par bydrolyse 
enzymatique des proteines de lactoserum a l'aide de proteases telles que la trypsine, la 
25 chymotrypsine, etc... De nombreux concentres ou isolats de proteines seriques de 
meme que des hydrolysats de proteines de lactoserum, convenant pour Ja mise en 
ceuvre de l'Invention sont connus en eux-memes et disponibles dans le commerce. 

Avant son utilisation, le substrat aqueux est de preference filtre sur 
membranes, telles que par exemple sur des membranes en polyethersulfone, ayant un 
seuil de coupure compris entre 100 et 300 kDa, puis le permeat autoclave a une 
temperature d'environ 120°C pendant environ 30 minutes de facon a eviter toute 
contamination bact£rienne indesirable du milieu culture. 
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Avanl emploi, ]e pH du substrai aqueux peul etre ajuste a la valeur 
desiree a I'aide de tout agent alcalinisant classiquement utilise par lliomme du metier 
tel que par exemple la soude ou la potasse. 

Les Bifidobacterium sont de preference ensemences dans le substrat 
aqueux a raison de 1.10 4 a 4.10 9 unites formant colonies (UFC) par ml de substrat. Cet 
ensemencement peut s'effecluer par exemple par addition au substrat aqueux, dans des 
proportions adaptees, d'un concents congele de Bifidobacterium, ou d'une pre culture 
sur milieu permettant la croissance de bifidobacteries. 

Selon une forme de realisation preferee de l'lnvention, le pH du 
substrat aqueux est maintenu a une valeur comprise entre 6 et 8 environ pendant toute 
la periode d'incubation, et encore plus preferentiellement entre 6,5 et 7,5. Le maintien 
du pH est de preference realise par une neutralisation en continu du substrat aqueux a 
I'aide d'un agent alcalinisant tel que decril precedemment ou par une solution 
d'ammoniaque diluee (de preference au demi). 

Selon une forme de realisation preferee de l'lnvention, la 
temperature du substrat est maintenue a une valeur comprise entre 37 et 40°C environ 
pendant toute la duree de 1'incubation, celle-ci etant generalement comprise entre 10 
et 20 heures. 

Selon une forme de realisation preferee du procdde conforme a 
l'lnvention, les ingredients du substrat aqueux sont presents dans les quantites 
suivantes : 

i) permeat de lactoserum : de 3 a 80 g environ et encore plus 
preferentiellement de 40 a 60 g environ, 

ii) hydrolysat de proteines de lactoserum : de 2 a 80 g environ et 
encore plus preferentiellement de 5 a ] 5 g environ, 

iii) lactose : de 5 a 50 g environ et encore plus preferentiellement 
de 1 0 a 30 g environ, 

ces quantites etant donnees par litre dudit substrat aqueux. 
Selon une forme de realisation particuliere de l'lnvention, le substrat 
aqueux peut comprendre en outre au moins un ingredient additionnel choisi parmi les 
extraits de levure. les sels tampon et le chlorhydrate de cysteine. 



Lorsque le subslral aqueux comprend un sel tampon, celui-ci est 
preferentiellement choisi parmi Je dihydrogenophosphale de sodium et le 
dihydrogenophosphate de potassium et represente alors de preference de 0,5 a 5 g 
environ et encore plus preferentiellement de 1,5 a 3 g environ par litre de substral 
5 aqueux. 

Lorsque le substrat aqueux comprend un extrait de levure, celui-ci 
represente alors de preference de 0,5 a 5 g environ, et encore plus preferentiellement 
de 1 ,5 a 3 g environ par litre de substrat aqueux. 

Lorsque le substrat aqueux comprend du chlorhydrate de cysteine, 
10 celui-ci represente alors de preference de 100 a 500 mg environ et encore plus 
preferentiellement de 200 a 400 mg environ par litre de substrat aqueux. 

A la fin de la periode d'incubation, 1 'elimination des 
Bifidobacterium du milieu de culture peut elre realisee par exemple par microfiltration 
ou par centrifugation du substrat aqueux. Selon une forme de realisation preferee de 
15 Flnvention, 1'elimination des Bifidobacterium du milieu de culture est realisee par 
centrifugation du substrat aqueux, par exemple a une vitesse de 3000 g pendant une 
duree d f environ 1 heure. 

Selon une forme de realisation preferee de 1'lnvention, Ie procede 
comporte en outre, apres l r 6tape domination des Bifidobacterium, une etape 
20 supplemental de destruction des activites enzymatiques residuelles contenues dans 
le substrat aqueux apres incubation, par exemple par un traitement thermique de celui- 
ci a une temperature d'environ 75°C pendant environ 3 minutes. 

L'etape d'ultrafiltration du substrat aqueux est de preference realisee 
sur des membranes en polyethersulfone, a une temperature inferieure a 60°C environ. 
25 A la fin de l'etape d'ultrafiltration, Je r£tentat concentre ainsi obtenu 

est de preference lave plusieurs fois, par exemple a l'eau permutee avant d'etre 
finalement reconcentre avant d'etre deshydrale par exemple par lyopbilisation. 

Le tampon utilise pour la mise en solution du retentat deshydrate est 
de preference choisi parmi les tampons presentant un pH compris entre 6 et 8 tels que 
30 par exemple le tampon Tris ajuste au pH voulu par ajout decide chlorhydrique. 

La nature des gels utilisables pour realiser la chromatographie 
d'exclusion n'est pas critique a partir du moment que ceux-ci presentent un seuil 
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d'exdusion de 600 k Da. A titre de ge, on peul notammem uWxr ^ ^ $ 
de de* lra „e e, d'agarcse reticule tels que ,e produi, vendu sous ,a denomination 
conunerciaie Superdex® 200 par la societe Amersham Biosciences. 

Lotsque ia chromatographic est lerminec, la fraction exclue 
. rccttperee pent ensuite etre dialysee contre de reau dis.il.ee pnia even.uellemen, diluee 
de facon a revenir a la concentration initiale de la fraction exclne. 

Enfin, la fraction exclue consli.uant le produi, immunomodulateur 
pem etre utilisee directemen, o„ eonge.ee on lyophilisee pour conservation e, 
utilisation ulterieure. 

Cette fraction exclue est essentiellement constitute d'un complexe 
de polysaccharides et de proteines dans lequel la fraction glucidique represente de 5 a 
.0 /o en P01 ds environ, la fraction proteique representant environ de 70 a 95 % en 
poids par rapport au poids total dudit complexe. 

Selon Invention, la fraction glucidique de la fraction exclue 
presente la composition en monosaccharides suivante (exprimee en rapports molaires 
par rapport au rhamnose) : galactose : 5,5 a 8 ; mannose : 0,8 a 1 ,3 ; glucose : 2,5 a 5 • 
N-acetyl galactosamine : 0,3 a,; Nicety, glucosamine : 0,07 a 0 3 - acide 
neuraminique 0 a 0, 1 5 et rhamnose : 1 . 

Selon I'lnvention, la fraction proteique de la fraction exclue peut 
comprendre au moins un peptide, obtenu par hydrolyse tryp S iq ue , repondant a au 
moins 1 une des sequences suivantes : 

- RELGIGTPSFLHNGGQWYTYA (SEQ ID n°l ) 

- RVLYNPGQYXYVR (SEQ ID n°2) 

- EQATANGQVSSGQQSTGGSAAP (SEQ ID n°3) 
Invention a egalement pour objet le produit immunomodulateur 

obtenu selon le procede decrit precedemment a titre de medicament, et en particulier a 

titre de medicament immunomodulateur. 

Un autre objet de I'Invention est une composition phamtaceutique 
earaetertsee par ,e fai, qu'elle renferme, a ntre de principe actif, au moins un pmdui, 
.mmunomodulateur obtenu selon ,e procede decn, precedemment, e, au moins „„ 
support pharmaceutiquement acceptable. . 
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Par pharmaceutiquement acceptable on entend tout support qui tout 
en conservant au produit immunomodulateur obtenu selon le procede conforme a 
l'lnvention ses proprietes, particulierement ses proprietes immunomodulatrices, 
permet de vehiculer ledit produit. 
5 La composition pharmaceutique selon l'lnvention peut se presenter 

sous toute forme galenique souhaitee pour une administration par voie oraJe a 
1'homme ou a l'animal, comme par exemple sous forme liquide pour un sirop ou une 
solution, un spray, ou sous forme solide comme par exemple une poudre, un 
comprime, une gelule, une capsule, un spray poudre, dans leurs formes diverses, 
10 liberation immediate ou programmee, une gomme, une pate, des granules, ou sous 
toute autre forme adaptee a P administration par voie orale. 

Le produit immunomodulateur obtenu selon le procede conforme a 
l'lnvention peut egalement etre incorpore, a titre d'ingredient, dans des compositions 
alimentaires. 

1 5 Par consequent, l'lnvention a egalement pour objet une composition 

alimentaire caracterisee par le fait qu'elle renferme, a titre d'ingredient, au moins un 
produit immunomodulateur obtenu selon le procede conforme a l'lnvention. 

De telles compositions alimentaires peuvenl etre destinees a 
1'alimentation humaine ou animale et peuvent notamment se presenter sous forme 

20 d'une preparation lactee ou non, ferment6e ou non, d'origine animale ou vegetale, y 
compris notamment les formules infantiles ou pour adultes et seniors, et en particulier 
sous forme d'une preparation lactee infantile, de Jail liquide ou en poudre, de produits 
frais, de cereales, de biscuits (fourrage), de petits pots., de desserts, etc, ou bien encore 
sous forme de produits alimentaires ou dietetiques pour aduJtes, dont les produits 

25 hospitaliers, ou de complements nutritionnels. 

La presente Invention sera mieux comprise a 1'aide du complement 
de description qui va suivre, qui se refere a des exemples de preparation du produit 
immunomodulateur conforme a l'lnvention, ainsi qu'aux figures annexees dans 
lesquelles : 

30 - la figure 1 represente le chromatogramme obtenu apres injection 

sur une colonne garnie d J un gel de Superdex® 200 d'un milieu 
de culture fermente pendant 15 heures par la souche 
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Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 (absorbance en millivolts 
en fonction du temps ecoule en minutes) : 

- la figure 2 compare les chromatogrammes obtenus apres 
injection sur une colonne garnie d'un gel de Superdex® 200 d'un 
milieu de culture fermente par la souche Bifidobacterium breve 
CNCM 1-2219 ou par Ja souche B. breve CFPL (Collection de la 
Faculte de Pharmacie de Lille) C7 (absorbance en millivolts en 
fonction du temps ecoule en minutes) : 

- la figure 3 represente un agrandissement de la figure 2. 
EXEMPLE 1 : PREPARATION D'UN Ptt Q PUIT TMMTTN OMOmil.ATFim 
OBTENU PAR CULTURE D E BIFIDOBACTERIUM 

On prepare un milieu de culture contenant les ingredients suivants : 

- 50 g/1 de permeat de lactoserum, 

- 10 g/1 d'hydrolysat deproteines de lactoserum, 

- 20 g/1 de lactose, 

- 2 g/1 d'extrait de levure, 

- 2.5 g/1 de dihydrogenophosphate de potassium, 

- 0,3 g/1 de chlorhydrate de cysteine. 

Le milieu de culture est ultrafiltre sur cassettes Centramate® 
vendues par la societe PALL, munies de membranes en polyethersulfone ayant un 
seuil de coupure de 200 kDa et le permeat est autoclave pendant 30 minutes a 120°C. 
Le pH du milieu de culture est alors ajuste a une valeur de 6,5 a l'aide d'une solution 
d'ammoniaque dilute au quart. 

Le milieu de culture est ensuite ensemence avec les bifidobacteries a 
raison de 6 %o (v/v) d'un concents congele de la souche de Bifidobacterium breve 
CNCM 1-2219 contenant 5.10 10 UFC de bifidobacteries par ml de concentre congele. 
La population initiale en bacteries est de 3.1 0 8 UFC de bifidobacteries par ml de 
milieu de culture. Les bifidobacteries sont cultivees en anaerobiose, a une temperature 
comprise entre 37 et 40°C. Pendant la culture, le pH du milieu de culture est regule a 
6,5 au moyen d'une solution d'ammoniaque diluee au quart. Le temps de culture est 
de 1 5 heures, et la population de Bifidobacterium en fin de culture est environ de 2.10 7 
UFC par ml de milieu de culture. 
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En fin de culture, les bacteries sont eliminces du milieu de culture 
fermente par unc centrifugation de 1 heure a 3000 g. Les activites enzymatiques 
residuelles contenues dans le surnageant de centrifugation sont detruites par un 
traitemenl thermique de 3 minutes a 75°C. 
5 Le surnageant est ultrafiltre sur cassettes Centramate® vendues par 

la societe PALL, munies de membranes en polyethersulfone ayant un seuil de coupure 
de 300 kDa a une temperature de 40°C environ. 11 est ainsi concentre 3 fois, puis lave 
3 fois a Peau permutee. Pendant le demier lavage, on opere une concentration de 7 
fois de la partie retenue par Ja membrane. On obtient ainsi un concentre appele 
1 0 retentat. Le retentat est deshydrate par lyophilisation, puis repris dans un tampon Tris- 
NaCl a pH 8. 

1) Etude de la composition du retentat obtenu 

La composition du retentat est etudiee par chromatographie 

d'exclusion. 

15 pour ce faire, 25 pi de retentat sont injectes a un debit de 0,6 ml par 

minute sur colonne de gel Superdex® 200 vendu par la societe Amersham 
Biosciences et presentant un seuil d'exclusion de 600 kDa, couplee a un detecteur UV 
a barrette de diodes (200-300 nm). L'integration du signal est realisee a l'aide du 
logiciel KromaSystem® 2000 vendu par la societe Kontron Instruments. Deux 

20 fractions sont ainsi separees : une fraction exclue du gel est eluee apres 1 2,5 minutes a 
partir de 1'injection et une fraction filtree est eluee de 16 a 32 minutes a partir de 
rinjection. 

Les resultats obtenus sur le retentat apres 1 5 heures de fermentation 
sont reportes sur la figure 1 annexee qui represente l'absorbance (en millivolts) en 
25 fonction du temps ecoule (en minutes) depuis Pinjection du retentat sur Ja colonne. 
Ces resultats represented un chromatogramme lypique montrant la fraction exclue et 
la fraction filtree du retentat ainsi analyse. 

Les figures 2 et 3 represented les chromatogrammes obtenus apres 
analyse d'un retentat issu d'une culture realisee comme decrite precedemment et d'un 
30 retentat issu d'une culture realisee dans les memes conditions mais avec une souche 
difFerente de bifidobacteries (B. breve CFPL C7). 
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La figure 2 represente Fabsorbance (en miJlivolts) en fonciion du 
temps ecoule (en minutes) depuis I 'injection sur la colonne des retentats 
correspondants aux deux cultures realisees respectivement avec la souche B. breve 
CNCM 1-2219 et avec la souche B. breve CFPL C7. Ces resultats montrent que, 
contrairement au retentat de la culture realisee avec la souche de B. breve CNCM I- 
2219, Je chromatogramme du retentat de la culture realisee avec la souche de B. breve 
CFPL C7 ne presente aucun pic correspondent a la fraction exclue et a la fraction 
fjltree du retentat. En revanche, la figure 3 qui represente un agrandissement de la 
figure 2, montrent qu'il est necessaire d'agrandir considerablement l'echelle 
d'absorbance de la figure 2 pour faire apparaitre la fraction exclue et la fraction filtree 
du retentat correspondant a la culture realist avec Ia souche B. breve CFPL C7. Ces 
resultats demontrent ainsi que la souche B. breve CFPL C7 ne presente pas Ie potentiel 
de production de principes actifs que represente la souche B. breve CNCM 1-221 9. 
2) Preparatio n de Ia fraction exclue du retentat 
Le retentat concentre, preaJablement repris dans un tampon Tris- 
NaCl pH 8, est soumis a une chromatographie preparative. La separation est realisee 
par chromatographie sur colonne de gel Superdex® 200 vendue par la societe 
Amersham Biosciences de 50 mm de diametre et 100 cm de hauteur, alimentee a un 
debit de 5 ml par minute et presentant un seuil d 'exclusion de 600 kDa. Les fractions 
sont collectees par 1 0 ml et leur absorbance est mesuree a 280 nanometres. 
Deux fractions sont ainsi separees : 

- une fraction exclue du gel de poids moleculaire superieur a 600 
kDa (temps de retention de 130 a 180 minutes +/- 10 %), 

- une fraction filtree de poids moleculaire compris entre 200 et 600 
kDa (temps de retention de 1 87 a 370 minutes +/- 10 %). 

La fraction exclue ou partie active est dialysee contre de J'eau 
distillee puis diluee de facon a revenir a la concentration du retentat. Cette fraction 
pent ensuite etre conserv6e sous forme congelee ou lyophilisee. La fraction filtree peut 
egalement etre conservee de la meme maniere. 
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EXEMPLE 2: A NALYSE DE LA COMPOSITION CLUCIDIOUE ET 
PROTEIQUE DE LA PARTIE ACTIVE (FRACTION EXCLUE^ PREPAREE 
A PARTIR D'UNE CULTURE DE BIFIDOBACTERIUM 

1) Analyse de la composition glucidique de la partie active 

5 La poudre lyophilisee de fraction exclue telle que preparee ci-dessus 

a I'exemple 1 (10 mg) est reprise par de l'hydrazine anhydre pure (200-300 
microlitres). Le melange est incube une nuit a 1 10°C ; seche sous flux d'azote et repris 
dans 1 ml d'eau. La solution est ensuite fractionnee par permeation de gel sur colonne 
Fractogel TSK, vendue sous la reference HW40 par la societe Merck.et I'elution est 

1 0 realisee en eau. La presence de sucres dans Jes differentes fractions recueillies est 
recherchee par la methode a l'orcinol et par chromatographic sur couche mince. Les 
resultats obtenus (non representes) montrent que la majorite des sucres est dans la 
fraction non retenue sur le gel (>10 kDa) et migre peu apres chromatographic sur 
couche mince. La partie glucidique de la fraction exclue constitue done un 

15 polysaccharide de masse molaire superieure a 10 kDa. La partie glucidique de la 
fraction exclue represente environ ] 5 a 20 % en masse de celle-ci. 

La composition molaire de la fraction glucidique de la partie active 
est determinee par chromatographic en phase gazeuse apres methanolyse a 1'aide d'un 
melange de 0,5 M d'acide hydrochlorique et de methanol pendant 24 heures a 80°C. 

20 Deux echantillons de la fraction exclue (Echantillons 1 et 2 CNCM 

1-2219 : respectivement El et E2), provenanl de deux essais differents realises selon 
I'exemple 1, sont analyses. 

A titre de comparaison, les memes analyses ont ete realisees sur un 
echantillon ou la souche Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 a ete remplacee par la 

25 souche Bifidobacterium breve CFPL C7 (Echantillon C7) cultivee dans les memes 
conditions, ainsi que sur un echantillon ou la souche Bifidobacterium breve CNCM I- 
2219 a ete cultivee sur un milieu lactose non conforme a Tlnvention (Echantillon 
milieu lactose : ML) de composition suivante : 

- 60 g/1 de lactose, 

30 - 2 g/1 d'extrait de levure.. 

- 0.3 g/1 de chlorhydrate de cysteine. 
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Les stapes suivantes d 'extraction m h» t - 
. . cAiracxion et de purification etant 

comparable* en lout point a celles decrites precedemment. 

Les rapports molaires en monosaccharides donnes (exprimes par 
rapport au rhamnose) obtenus pour ,a Traction excJue de ces di^rent LI Z 
sont regroupes dans Ie Tableau I suivant : amnions 

TABLEAUI 




souche «7V * P6Ut n0t6r ^ rhamn ° Se ^ ******* C7 ou ia 

souche Bifidobacterium breve CNCM 1-22 19 a ^,4 

ft;/; ,, , . _ 1 1Z219 3 ete remplacee par la souche 

Bifidobacterium breve CFPL C7 On r,«„* ^ i 

er urrL u/. o„ peu t egalement constater que Ja repartition H~ 

c-spodan, a ,a soucae CNCM a*M. s Ur un 1^ 

■aelose „o„ co„f„ m e a ^ En „^ ^ ^ ™<™ 

renfemient plus de galactose et de N-aceivI o»u„ • 

ae Jn acetyl galactosamme que J'echantillon ML et 
moms de mannose que J'echantilJon ML. 

2) de Ja corn j^smoju^j^ de la nflrH<t ^ 

85 o/ en m H ^f"*" * " ^ e ™™ 80 a 

/o en masse de ceJIe-ci. 

Le sequencage de la partie proteique de .a panic active est realise 
ap-es « efcpe de prot<olyse 4 Paide d>UDe ^ ^ ^ 

^pon T„s 0,1 M a p„ 8.5, eon™ dec ril dans I'aniele Rosenfeld , e, 
Biochemistry, 1 992, 203, 1 73-1 79. analytical 
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Les peptides sont purifies par HPLC en phase inverse sur une 
colonne Ultrasphere® ODS (octadecylsilane) d'un diametre de 2 mm et d'une 
longueur de 200 mm vendue par la societe Beckmann. L'elution est effectuee par un 
gradient lineaire d'acetonitrile dans une solution d'acide trifluoroacetique a 0,1 %. 
5 Les peptides isoles sont sequences (selon la methode decrite dans 

J'article de Rosenfeld J. et al, precite) sur un appareil de reference Procise 492 vendu 
par la societe Perkin-Elmer. 

Les sequences sont ensuite comparees a celles conlenues dans les 
bases de donnees suivantes : GenBank CDS translation, PDB {Protein Data Bank), 
1 0 SwissProt, PIR (Protein Information Resource), PRF {Protein Research Foundation), 
en utilisant le programme BLAST 2.2 (Basic Local Alignment Search Tool) de NCBI 
{National Center for Biotechnology Information). 

Cette analyse a permis de montrer que la fraction proteique de la 
partie active est constitute majoritairement de peptides du milieu laitier (lactoferrine, 
15 Beta-Jactoglobuline, Serum albumine...), d'une partie qui presente une bonne 
homologie (60% minimum) avec une sequence de proteine de Bifidobacterium 
longum (RELGIGTPSFLHNGGQWYIYA (SEQ ID n°l), et d'une partie dont il n'a 
pas ete possible de determiner d'homologie significative avec des sequences 
connues et posstdant les sequences suivantes : 
20 - RVLYNPGQYXYVR (SEQ ID n°2) 

- EQATANGQVSSGQQSTGGSAAP (SEQ ID n°3) 
EXEMPLE 3 : ETUDE DE L'A CTIVITE IMMUNOMODTJLATR1CE DE LA 
FRACTION EXCLUE DU RETENTAT 

!) Effet de la fraction ex clue sur la flore intestinale des souris 

25 L'effet de la fraction exclue (partie active), obtenue selon Je procedt 

decrit ci-dessus a l'exemple 1, sur revolution de la flore intestinale des souris a ete 
emdie. 

Le lest a ete realise sur des souris males C3H qui sont des souris de 
deuxieme g6neration d'une lignee d'animaux axeniques, auxquelles est implantee une 
30 flore intestinale humaine adulte (provenant du CDTA, Centre de Distribution, Typage 
& Archivage animal, CNRS, Orleans, France). 
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Les souris sont maintenues dans des isolateurs pour eviter toute 
modification de Jeur nouvelle flore intestinale. A leur reception, les souris sont agees 
de 8-10 semaines. Un temps d'adaptation d'au moins 2 semaines est Iaisse aux souris 
apres reception pour supprimer tout stress du au transport et pour qu'elles 
s'acclimatent a leur nouvel environnement. 

Pendant toute cette duree d'adaptation et jusqu'au debut de 
l'experience, ces souris disposent d'eau sterile comme boisson. 

Pendant toute la duree de Inexperience, la nourriture utilisee comme 
base alimentaire est un regime standard de granules R03 vendus par la societe UAR 
sterilises par irradiation, contenant 25 % de proteines, 49,8 % de glucides, 5 % de 
Jipides et 4 % de cellulose. 

Pendant les 21 jours d'essai, l'eau des biberons est remplacee par les 
differents produits a tester c'est-a-dire la fraction filtree, et la fraction exclue, it raison 
de 6 ml par jour et par souris. Un changement quotidien des biberons est realise afin 
d'eviter toute modification de la composition des produits a tester par proliferation 
bacterienne. Les selles sont recoltees pour I s analyse avant le traitement (TO), puis au 
7 eme , au 15 eme et au 21 emc jour durant Tadministration du produit (T7, T15 et T21). 

Chaque produit est test€ sur un lot d'au moins 6 souris et on suit 
revolution des bacteries Bifidobacterium et Bacteroides fragilis dans la flore 
intestinale des souris. 

Les prelevements de selles sont faits dans des tubes a hemolyse 
steriles et sont peses aseptiquement puis dilues en solution prereduite de Ringer diluee 
au quart et supplementee en chlorhydrate de cysteine (0,3 g/1), de facon a obtenir des 
dilutions au dixieme allant de 10"' a 10" 4 . Le contenu est enfm d6pose a raison de 100 
Ml par boite, sur differents milieux de culture contenus dans des boites de Petri : 

- Milieu de Beerens (Be) (compose de 35 g/1 de base gelose 
Columbia, 5 g/1 de glucose, 0,3 g/3 de chlorhydrate de cysteine, 0,5 % d'acide 
propionique et ajuste a P H 5) pour la recherche et le denombrement de 
Bifidobacterium, apres etalement de dilutions allant de 1 0"' a 1 0" 4 ; 

- Milieu Bacteroides Bile Esculine (BBE) (compose de 37 g/1 de 
tryptone, 32 g/1 de Bile Esculin Agar (D1FCO), 0,5 g/1 d'esculine, 0,5 g/1 de citrate de 
fer ammoniacal, 0,2 % d'une solution d'hemine a 5 mg/ml, 0,25 % d'une soluUon de 
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gentamicine a 40 mg/m] et 10 g/1 d'agar ; ajuste a pH 7 et autoclave 15 minutes a 
J 20 °C) pour la recherche et le denombremcnt de Bacteroides fragilis, apres etalement 
de dilutions allant de 10' 1 a 10' 3 . 

L/etalemcnt est realise a Faide de billes de verre steriles sur les 
milieux indiques et la lecture des milieux est realisee apres 5-7 jours d'incubation en 
anaerobiose a 37°C. 

L ? identification des bacteries est realisee d ? une pari apres 
description des colonies obtenues sur chacun des milieux et d ? autre part a Paide d'une 
coloration de Gram. 

Les resultats concernant revolution de Bifidobacterium et de 
Bacteroides fragilis dans les selles des souris sont reportes respectivement dans les 
Tableaux II et 111 suivants : 

TABLEAU II 



Bifidobacterium 




TO 


T7 


T15 


T21 


Fraction filtree 


3,8 ± 0,5 
(9) 


4,3 ±0.55 
01) 


4,75 ±1,15 
(9)* 


nd 


n= 18 


n = 18 


n = 18 




Fraction exclue 


4,02 ± 0,74 
(8) 


4,54 ± 1,0 
(ID 


4,56 ± 0,36 
(12)* 


4,76 ± 0,27 
(6)* 


n = 18 


n= 18 


n = 12 


n = 6 



nd : non determine, * : p<0,025 



TABLEAU III 



Bacteroides fragilis 




TO 


T7 


T15 


T21 


Fraction filtree 


4,4 ± 0,7 
(15) 


4,4 ± 0,5 
(12) 


4,3 ± 0.7 
(12) 


4,1 ± 0,9 
(7) 


n= 18 


n= 18 


n= 18 


n= 12 


Fraction exclue 


4,28 ± 0,35 
(18) 


3,99 ± 0,37 
(8) 


3,74 ± 0,28 
(9) 


3,2 ± 0,16 
(4)** 


n= 18 


n = 18 


n = 12 


n = 6 



nd : non determine, * : p<0 ? 025 ; ** : p<0,05 
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Dans ces .ablaaux, las rasu., al s obtenus son, axprimes an m„ y a„„ e 

d " '° 8 d " "° mbre d ' Urc 'B * sel.es, e, „ as, ,a nombra da souris 
uubsaas pour chaana produi, a, jours ,as,as (comparison da mng par d 
Wticoxon pour achan, iIlo „ s apparife) , )es ^ jnrf 

S s« par rappor, au lemps T0 . Da „ s ces ^ fc ^ ~ 

P a re n,hase correspond au nombre da souns dans .esqne.les as, presen.e la bac.erie en 
ouas tl o„ an dassus du sa ui , da deletion. Us *su„a,s correspond^ aa milieu „ 
nsemence son, ^ a , a valeur ^ a „ „ ^ 

- .motions (^T^H^ e^T^™ * q " e,C ° nqUe *" 
„,„ , , , . . ree) CO " du,, efr «uvemen, a une augmenlation das 

«"*»»»• mais oue seu]e , a frac( . on exdue ^ effiMce ^ 

^ cb_ da ,a poputotion en ^„/^ au sein de la flore ^ ~ . 

La masura da la translocation in.eslinnle des micro-orga„is m as Chez 
a souns as, effective s„ r ,es sonris males da lignee C3H a flora „L„e do ! 
0 Ceievage au CDTA-CNRS, Organs, France). Pand^, , ou ,a ,a duree d'adap^ « 
m d.bu, da Prap «enca, aas souris disposen, d'eau s,eri,e comme boil 

Pandan, ,ou,a 1a duree da Paxparianca, aas sonris saron, nourries 
avaa das granules R03 sterilises par irradiation. 

A J'Sge da 10-12 semaines, debu, da 1'axparianca, on aonsU.ua trois 
> Sroupaa, „n gro Up e de l8 soun , quj ^ ^ ^ ^ J™ 

rraanon excfce das me,aboli,es da A™ CNCM M19 . a pIace 

I'eau das biberons, a raisori H.8 ia„i„ ■ P 

groupas da 12 a, A ^ ^ ^ Pa " lam ** *« » 

grou P as da 12 a, 23 souns recevron, respectivemen, to fraction te ou 

da recevon da 1'aau sierile (groupa conlrdle) 



30 A 1t oi^e * 

An 21 jour, on effectue un prelevemen, da sallas comma decri, 
pracadamman, a, las sonris son, sacritiees pour reaJi ser una e,ude bactenologij 
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Deux types de donnees sonl obtenus a partir de Panalyse des organes 
des souris sacrifices : 

- la translocation par organe cible, c 5 est-a-dire ] Evaluation du 
nombre de souris ayant P organe cible contamind et du pourcentage de la population 

5 presentant une contamination de P organe cible. 

- la dissemination bact<§rienne, c'est-a-dire Pintensite de la 
dissemination bacterienne representee par le nombre d^organes positifs ainsi que le 
nombre de souris et le pourcentage de la population presentant une dissemination 
d'une intensite donnee. 

10 Afln de pr&ever les organes a analyser, P animal est extrait de 

Pisolateur. transfere dans des conditions aseptiques sous une hotte a flux laminaire, et 
sacrifte par inhalation de chloroforme. 

La peau est decontaminee avec de Pal cool a 70°, puis sur chaque 
souris les organes sont pr&eves de fa9on aseptique dans Pordre suivant : sang du 

15 cceur, poumon, foie, rate et rein. Afin d'en evaluer le poids, une fraction de chaque 
organe est mise en suspension dans 9 ml d'une solution de Ringer (diluee au quart, 
supplementee en chlorhydrate de cysteine (0,3 g/1) et r^generee en eau bouiJIante 
pendant 15 minutes). Les organes sont ensuite broyes a Paide d'une pipette Pasteur 
sterile a usage unique « Pastette® » vendue par la societe VWR ou « Liquipette® » 

20 vendue par la soci6te Gosselin. Ensuite, 1 00 \xl de la suspension mere et de la dilution 
decimale suivante sont etales a Paide de billes de verre steriles sur gelose Columbia 
(vendue par la societe Becklon-Dickinson), supplementee en glucose (5 g/1), en 
chlorhydrate de cysteine (0,3 g/1) et en sang de cheval (5 % v/v, vendu par la soctete 
Eurobio). Apres une incubation en anaerobiose pendant 7 jours a 37°C, on effectue le 

25 denombrement de chaque type de colonies puis on determine la morphologie des 
bacteries apres une coloration Gram. 

Les resultats obtenus, relatifs a Panalyse de la translocation par 
organe cible, sont regroup£s dans le Tableau IV suivant : 
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TABLEAU IV 



Organe cible 



Rein 



Rate 



Foie 



JPoumon 



Groupe 
contr61e 

12 a (52,2) b 



Fraction filtr6e 



13(56,5) 



10(43,5) 



Jj (47,8) 



8 (66,7) 



9(75,0^ 



8 (66,7) 



Fraction 
exclue 



7 (38,9) 



3 (16,7)* 



5 (27,8) 



,2(11,1)^ 



NS 



P<0,01 



NS 



P<0,02 



- nombre de souris ayant I'organe cible co'ntamine 

b = percentage de la population presentant une contamination de 
I organe cible 

c = comparaison des groupes ayan. consomme un des produits par 
rapport au groupe controle a I 'aide du teal exact de Fisher. 

asterisk • " ^ - ~** 

Les resuitats ainsi obteous montrem que la rale e, le poom 0 „ sont 
moms conlaminfe dans „ flvMkB ^ 

a stnuee par „ fraction exciue q ue dans ,a popuiation con,r5,e de souris a y an, re,! 
de l'eau comme boisson. 9 

Par ailleurs, ces resultats font apparaitre que la fraction filtree est • 

sans effet sur la regulation de la translocation bacterienne. 

Les resultats obtenus concernant la dissemination bacterienne sont 
regroupes dans Ie Tableau V suivant : 

TABLEAU V 



Intensity de 
dissemination 



Faible (0-1 V 



Moyenne (2) 



Forte (3-4) 



Groupe 
contrdle 



4(17) 



1 1 (48) 



Fraction 
filtree 



3 (25) 



8 (66,7) 



Fraction 
exclue 



12 (66,7)* 



5 (27,8) 



J.(5,5)* 



P<0,043 



NS 



P<0,004 



3 - intensite de la dissemination bacterienne representee (entre 
parentheses) par le nombre d'organes positifs, 



donnde, 



= nombre de souris presentant une dissemination d'une intensite 
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c = pourcentage de la population presentant une dissemination d'une 

intensite donnee. 

d = comparaison des groupes ayant consomme un des produits par 
rapport au groupe controle a I 'aide du test exact de Fisher. Le groupe presentant une 
5 difference significative est marque d'une asterisque *. 

Le nombre de souris presentant moins d'un organe contamine 
(intensite de dissemination faible) est plus eleve dans la population pour laquelle Peau 
de boisson a ete substitute par la fraction exclue, que dans la population controle de 
souris ayant re?u de l'eau comme boisson. 
10 En outre, le nombre de souris presentant au moins trois organes 

contamines (intensite de dissemination forte) est plus faible dans la population pour 
laquelle Peau de boisson a ete substitute par la fraction exclue, que dans la population 
controle de souris ayant re9u de Peau comme boisson. 

On constate done que la dissemination des bacteries est moins 
15 intense chez les souris ayant re9u de l'eau de boisson complementee par la fraction 
exclue. Dans ce cas, la regulation de la translocation bacterienne est plus efficace. 

3) Effet de la fraction exclue sur P expression des gajectines 1 et 3 
La mesure de Pexpression des galectines-1 et -3 est effectute sur les 
souris a flore humaine adulte decrites precedemment. 
20 A Tage de 12-14 semaines, debut de F experience, on constitue deux 

groupes de souris, un groupe de souris qui recevra pendant toute la duree de 
Fexperience la fraction exclue contenant les metabolites de Bifidobacterium breve 
CNCM 1-2219 a la place de Feau des biberons, a raison de 10 ml par jour et par souris 
pendant qu'un autre groupe de souris continuera de recevoir de Peau (groupe 
25 controle). 

Aux 7* me , 15 6me et 21* me jours, un lot de souris est sacrifie pour 
realiser une etude biologique sur Pexpression des galectines-1 et -3, evaluee par le 
dosage de PAKNm codant pour ces galectines par RT-PCR quantitative (Polymerase 
Chain Reaction). Les organes preleves sur Jes souris du groupe controle sacrifices au 
30 7 Cmc , 15 cme et 21 cmc jour ont ete rassembles par organe afin de constituer un pool 
servant de controle pendant toute la duree de Texperience. 
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La modification de 1'expression des galectines-l et -3 dans les 
organes testes constilue un indicateur de I'effet des metabolites produits par Ja souche 
de Bifidobacterium breve CNCM 1-221 9 contenus dans la fraction excJue. 

Les galectines-l et -3 sont dosees dans la rate et les poumons de 
souris ayant ete sacrifices comme decrit prec^demment. 

Pour ce faire, une fraction de poumon (un lobe) et la moitie de la 
rate sont prelevees sterilement et dans cet ordre sur chaque souris. Les fragments sont 
ensuite deposes dans des boites de Petri prealablement traitees pendant 24 heures avec 
une solution sterile d'eau et de DEPC (DiEthyl PyroCarbonate, vendu par la societe 
Sigma) a 1/1000. Les organes sont alors perfuses une premiere fois avec du tampon 
PBS a 1'aide d'une seringue et d'une aiguille sterile afin d'en eliminer le sang. Les 
organes sont ensuite transferes dans une autre boite de Petri contenant 200 microlitres 
de PBS additionne de 50 unites d'inhibiteur de RNase (vendu par la Societe Applied 
Biosystems) et sont perfuses a nouveau avec cette solution. Les organes sont enfin 
ddcoupes en tranches infgrieures a 5 mm qui sont deposees dans un tube Bioput® 
(Eppendorf) contenant 0,5 ml d'une solution de stabilisation de 1'ARN, vendue sous/la 
reference RNALater® par la societe Qiagen. Les organes sont ensuite stockes au 
congelateur a -20°C jusqu'a Y analyse. 

a) Extraction des ARN totaux des organes p relevfrs 

L'ARN total est extrait des tissus apres lyse cellulaire selon le 
protocole d'utilisation du kit detraction RNeasy protect® vendu sous la reference 
74126 par la socidte Qiagen. 

Pour ce faire, la solution de stabilisation est retiree et une bille de 
tungstene traitee au DEPC ainsi que 600 microlitres d'une solution de lyse (tampon 
RLT contenu dans le kit) sont ajoutes a chaque organe. lis sont ensuite broyes a 1'aide 
d'un broyeur RETSCH MM2000, puis centrifuges a 13000 g pendant 3 minutes a 4°C. 
Le sumageant est alors place dans un tube de 1,5 ml contenant 600 microlitres 
d'ethanol a 70 % puis homogeneise. Une partie de cette solution (700 microlitres) est 
ensuite deposee sur une colonne de filtration qui permet d'accrocher les ARN, pour 
etre centrifug^e a 8000 g pendant 1 minute a 4°C. Apres avoir vide le tube collecteur, 
700 microlitres d'un tampon de lavage (tampon RW1 contenu dans le kit) sont ajoutes 
sur la colonne qui sera centrifugee a 8000 g pendant 1 minute a 4°C. Le tube 
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collecteur est a nouveau vide et 500 microlitres d'un second tampon de lavage 
contenanl de Tethanol a 70 % (tampon RPE contenu dans le kit) est ajoute sur ]a 
colonne pour etre cenlrifugee a 8000 g pendant 1 minute a 4°C. Cette derniere etape 
est renouvelee mais en effectuant une centrifugation a 1 3 000 g pendant 2 minutes a 
5 4°C. Enfin, 30 microlitres d'un tampon d'elution permettant de decrocher les ARN de 
la colonne (tampon RNase free contenu dans le kit) sont ajout£s sur la colonne. 
L/eluat est alors centrifuge a 8 000 g pendant 1 minute a 4°C apres avoir ete incube a 
temperature ambiante pendant 5 minutes. L'etape d'elution est a nouveau effectuee et 
les echantillons ainsi obtenus sont congeles rapidement a-80°C. 
10 Une quantite equivalente a une unite de DNase, vendue par la 

societe Boehringen est ajout^e a chaque echantillon qui est ensuite incube au bain- 
marie a 37°C pendant 1 5 minutes. 

Afm d'evaluer la quantite d'AKN total des Echantillons, ceux-ci sont 
dilues au l/8 emc dans de Teau sterile qui est placee dans une microcuve permettant la 
15 lecture de Pabsorbance a 260 nm sur un spectrophotometre UV de reference 
Genquant, vendu par la societe Pharmacia. Pour obtenir la concentration en ARN total 
des echantillons, la valeur de la densite optique (DO) ainsi obtenue est multipliee par 
le facteur de dilution et par 40 (une unitd de DO = 40 microgramme/ml d' ARN). 

b) RT-PCR quantitative utilisant la methodologie Tag Man® 
20 La RT-PCR quantitative est realist a 1'aide du kit qPCR™ Core Kit 

vendu par la society Eurogentec dans un thermocycleur de reference Abi Prism 7700 
{Sequence Detection System, Applied Biosystems) vendu par la societe Perkin Elmer. 
Le melange r<§actionnel resume dans le tableau VI suivant est realise : 
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Tampon PCR (10 x ) * 



MgC] 2 (50 mM) * 



dNTP (2,5 mM) * 



Concentration 
finale 




Polymerase Hot Gold Star (5 unites) 



MuLV (5 unites) 



ARN totaux 



Eau pure 



0,25 



0,25 



1 x 



5 mM 



10 



qsp 50 |il 



1,25 u nites 
1 2,5 unites 
100 ng/tube 



* produit fourni dans le kit qPCR IM Core Kit 

™- , • «~ LC maange r<aC ' i0nnd ^ au P">Sra mm e suivant- I0 

— a 65-C pour el iminer ,es stocks seconds fa ARN, 30 minotes S 42 o c 

Z2™ 'r; scn ' p,ase inverse - 1 ° minwes h 9s ° c ac,; - ia ■ ^ 
c„„ d e S 95 „ c ^ d<nalurer les brira d , ADN a i mjnute ^ 

h^ d a « e, rogation a partir des aotorces. Quanlnte cyc , es ^ ^ 
les deux derrueres etapes. 

■-•expression des gajeeti„es-l et -3 est evaluee par rapport a 
express d^ g e„e de reference, « que celui codant poor ,a McttTl 
1 expression est constante. 

p . „ ^ S ° ndeS 61 kS aJI,0rCeS Utilisees et <*oisies g^ce au logiciel 

Pnmer Express® vendu par la societe Perkin Elmer sont les suivantes : 
Galectine-1 - 

Sens : 5<-TCA ATC ATG GCC TGT GGT CTG-3' (SEQ ID n° 4) 
Anti-sens : 5>-AAG CTC TTG GCG TCC GAG G-3' (SEQ ID n° 5) 

^A GCA ACC TGA ATC AAC CTG-3* (SEQ ,D n* 6) 

Sens : 5>-AAT GGC AGA CAG CTT TTC G-3' (SEQ ID n° 7) 
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Anti-sens : 5 ? -GAT CAT GGC GTG GTT AGC-3 5 (SEQ ID n° 8) 
Sonde : 5 ; -TTC CAC TTT AAC CCC CGC TTC AAT GAG AAC-3' 
(SEQ ID n° 9) 
B-actine : 

5 Sens : 5'-TGG CGC TTT TGA CTC AGG ATT-3 ? (SEQ ID n° 1 0) 

Anti-sens : 5 ? ~GGG ATG TTT GCT CCA ACC AAC-3 5 (SEQ ID n° 11) 
Sonde : 5'-GCC GTC GCC TTC ACC GTT CCA GTT TTT-3* (SEQ ID 
n° 12) 

Afin de valider chaque microplaque soumise aux cycles de PCR. un 
10 calibreur est prepare a partir d'organes d'un lot de 6 souris C3H a flore humaine 
soumises a un regime alimentaire standard (eau sterile et granules R03) sur lesquelles 
les poumons et la rate ont ete prelevds. Les ARN totaux de chaque organe ont ete 
extraits a Taide du protocole precedemment decrit pour les organes des lots de souris a 
tester. Les differents extraits ainsi obtenus sont ensuite rassembles pour chaque organe 
1 5 afin de constituer un pool servant de calibreur pendant toute la duree de P analyse. 

Lors de P analyse, les prelevements a tester sont deposes en duplicate 
et la gamine £talon realisee a partir de Fechantillon calibreur est deposee en triple. 
Une moyenne est alors realisee a partir de chaque prelevement et pour Techantillon 
calibreur. 

20 Les resultats de P expression relative de la galectine-1 par rapport a 

la p-actine sont regroupes dans le Tableau VII suivant : 

TABLEAU VII 





Alimentation 


Organe 


ContrSIe 


Fraction exclue 




7i 


15j 


21i 


Rate 


n=17 a 


n = 6 


n = 6 


n = 3 


2,78 b (l,6-3,47) c 


1,15(0,72-1,36) 
U=0p<0,002 
test bilateral 


4,5 (3,76-6,92) 
U=7 p<0,002 
test bilateral 


12,51 (9,68-13,74) 
U=0 p<0,002 
test bilateral 


Poumon 


n=16 


n = 6 


n = 4 


n = 6 


1,145 (0,69-1,93) 


0,8(0,56-1,08) 
U=I7,5 p<0,05 
test bilateral 


1,72(1,67-1,88) 
U=5 p<0,02 
test bilateral 


1,465 (0,86-1,77) 



1er depot 
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Les resultats de J 'expression relative de Ja gaIectine-3 par rapport a 
la 0-actine sont regroupes dans le Tableau VUI suivant : 

TABLEAU Vm 





Alimentation 


Organe 


u Controle 


Fraction e*clnp 




7i 


15 j 


21 i 




n= 16 a 


n = 6 


n = 3 


n = 6 


Poumon 


1,295° (0 ? 56-2,26) c 


1,04 (0,86-1,16) 


0..76 (0,41-1) 
U=8 p<0,05 
test unilateral 


0,91 (0,75- L31) 



Dans les tableaux VII et VIII : 

- a 5=8 nombre de souris par lot ; 

- b = mediane de P expression relative de galectine ; 

- = resultats extremes d 'expression relative de galectine ; 

- la valeur designee par la lettre U est la valeur statistique du test U 
de Mann-Whitney ; • 

- p indique le seuil de significativite de la methode. 

Ces resultats montrent qu'une augmentation de l'expression de la 
galectine- 1 est observee dans la rate des souris pour lesquelles 1'eau de boisson a 6t6 
substitute par la fraction exclue. L'expression de la galectine-1 (induction de 
l'apoptose cellulaire, en particulier de lymphocytes T actives) chez les animaux 
contr61es est deux fois plus elevee par rapport a celle de 1'actine, ce qui semble 6tre en 
relation avec la contamination bacterienne de 1 'organe (l'expression de la galectine-1 
est significativement inferieure en absence de bacteries dans la rate - U = 15, p<0,05 - 
et elle augmente en fonction du taux de contamination bacterienne lorsqu'il y a des 
bacteries - correction r = 0,77, p<0,05, test de Spearman). L'expression de la 
galectine-1 se normalise apres 7 jours de prise de la fraction exclue, puis augmente 
ulterieurement d'un facteur 4 a 10 respectivement a 15 et 21 jours de prise 
(independamment de la contamination bacterienne residuelle de l'organe). Dans les 
poumons, l'expression relative de la galectine-1 est normale chez les souris contr61e et 
la diminution faible mais significative apres 7 jours de prise de la fraction exclue est 
suivie d'une augmentation (transitoirement significative a 15 jours de prise) puis 
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d ? une normalisation de Pcxpression de la galectine-1 apres 21 jours de prise de la 
fraction exclue. 

Ces resultats montrent egalement qu'une baisse de P expression de la 
galectine-3 est observee dans les poumons des souris pour lesquelles 1'eau de boisson 
a 6te substitute par la fraction exclue. 

L'ensemble de ces resultats demontre que la fraction exclue (produit 
immunomodulateur obtenu selon le precede conforme a Tlnvention) a un effet 
immunomodulateur et permet d'augmenter la population de Bifidobacterium et de 
diminuer la population en Bacteroides fragilis. 



IBI UtiJJUl 



10 



15 
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REVENDICATIONS 



1. Produil immunomodulateur caracterise par Je fait qu'il est obtenu 
selon un precede de preparation comprenant les etapes suivantes : 

- IWmencement et l'incubation, en conditions aerobies ou 
anaerobes et a une temperature comprise entre 30 et 40 °C environ de 
Bifidobacterium comprenant au moins la souche Bifidobacterium breve 1-2219 dans 
un substrat aqueux presentant un pH compris entre 6 et 8 environ, et comprenant au 
moms les ingredients suivants : 

i) du permeat de lactoserum, 

ii) un hydrolysat de proteines de JactosSrurn. 

iii) du lactose 

- Termination des Bifidobacterium du substrat aqueux ; 
. - l'ultrafiltration du substrat aqueux sur des membranes de filtration 

ayant un seuil de coupure compris entre 100 et 300 JcDa pour obtenir un retentat 
concentre ; 

- la deshydratation du retentat concentre ; 

- la mise en solution du retentat deshydrate dans un tampon ; 

' 13 chromato ^P^e d-exclusion sur gel sur colonne presentant un 
20 seuil d exclusion de 600 kDa de la solution du retentat ; 

- la recuperation de la fraction exejue a Tissue de la 
chromatographic qui constitue leproduit immunomodulateur. 

2. Produit immunomodulateur selon la revendication 1, caracterise 
par le fait que les Bifidobacterium sont ensemences dans ,e substrat aqueux a raison de 

^ 110 a 4.10 unites formant colonies par mi de substrat. 

3. Produit immunomodulateur selon la revendication 1 ou 2 
caracterise par ,e fait que ,a temperature du substrat est maintenue une valeu^ 
compose entre 37 et 40*C pendant toute la duree de 1'incubation. 

4. Produit immunomodulateur selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise par le fait que le pH du substrat aqueux est maintenu 
a une valeur comprise entre 6 et 8 pendant toute la periode d'incubation. 
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5. Produil immunomodulateur selon Ja revendication 4 ? caracterise 
par le fait que le pH du substrat aqucux est maintenu a une valcur comprise entre 6,5 
et 7,5 pendant toute la periode d ! incubation. 

6. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
5 revendications precedentes, caracterise par le fait que les ingredients du substrat 

aqueux sont presents dans les quantites suivantes : 

i) permeat de lactoserum : de 3 a 80 g, 

ii) hydrolysat de proteines de lactoserum : de 2 a 80 g, 

iii) lactose : de 5 a 50 g 

10 ces quantites etant donnees par litre dudit substrat aqueux. 

7. Produit immunomodulateur selon la revendication 6, caracterise 
par le fait que les ingredients du substrat aqueux sont presents dans les quantites 
suivantes : 

i) permeat de lactoserum : de 40 a 60 g, 
1 5 ii) hydrolysat de prolines de lactoserum : de 5 a 1 5 g, 

iii) lactose : de 1 0 a 30 g 

ces quantites etant donnees par litre dudit substrat aqueux. 

8. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait que le substrat aqueux comprend en 

20 outre au moins un ingredient additionnel choisi parmi les sels tampon, les extraits de 
levure et le chlorhydrate de cysteine. 

9. Produit immunomodulateur selon la revendication 8, caracterise 
par le fait que le substrat aqueux comprend un sel tampon choisi parmi le 
dihydrogenophosphate de sodium et le dihydrogenophosphate de potassium qui 

25 represente de 0,5 a 5 g par litre de substrat aqueux. 

10. Produit immunomodulateur selon la revendication 8, caracterise 
par le fait 1'extrait de levure represente de 0,5 a 5 g par litre de substrat aqueux. 

11. Produit immunomodulateur selon la revendication 8, caracterise 
par le fait que le chlorhydrate de cysteine represente de 100 a 500 mg par litre de 

30 substrat aqueux. 

12. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait que l'elimination des 
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Bifuiobacernm du milieu de culture es, realisee par microfihra.ion „u par 
centrifugation du substrat aqucux. 

13. Produi. immu„omodu!a,eur selon la revendicalion 12. caraCerise 
par le fai, que feliminauon des B/fido^enum du milieu de cuhure es, realisee par 

5 centnfiigation du substrat aqueux. 

14. Produi, immunomodulateur selon fune quelconque des 
revendicauons preeedemes, caraCerise par le fai, que le precede comporte e„ ou,re 
apres fetape d'e.Wnatior, des BifiMacurtun, u„e e,ape aupp.enren.aire de' 
deletion des ac.ivi.es enzvma.iques rfsiduel.es co„,enues dans .e subs.™ aqueux 

1 0 apres incubation. 

15. Produi, inraunomodulaleur selon Pune quelconque des 
revendicauons preceden.es, caracerise par ,e fai. que ,a chxoma.ographie d'exclusion 
est reahsee sur un gel de dexlrane et d'agarose reticule. 

16. Produit immunomodulateur selon Pune quelconque des 
revend,ca,,ons preeedemes, caracerise par le fai, que ,a fraction exclud es, 
essentiellemen, constituee d'un comp,exe de polysaccharides e, de proteinos es 
leque. la fraction glucidique represente de 5 a 30 % en poids, ,a taction proteique 
representant de 70 4 95 % en poids par rappor. au poids ,„tal dudi, co mp )exe. . 

17. Produi, immunomodulateur selon la revendicarion 1 6, caraCertse 
par le fai, que ,a fraction glucidique de la fracion exclue presen.e la composirion en 

monosaccharides suivan.e (expnmee en rapports nrolaires par rapport au rhamnose) • 
ga aco s , 5ig; _ : 08 4 13 . ^ ; 2s 4 5 ; ^ - 

0,3 a , ; N-acery! glucosamine : 0,07 a 0,3 ; acidc ncuraminique 0 4 0,15 e, rhamnose : 

1 8. Produi, immunomodulateur selon la revendication 1 6, carac,«s6 
par le fei, que ,a fracion proteique comprend au moins un pepride repondan, 4 au 
moms J une des sequences suivantes : 

- RELGIGTPSFLHNGGQWYIYA (SEQ ID n°l) 

- RVLYNPGQYXYVR (SEQ ID n°2) 

- EQATANGQVSSGQQSTGGSAAP (SEQ ID n°3) 

19- Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
revend]cations preeedemes, a titre de medicament. 
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20. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
revendications prccedentes. a titre de medicament immunomodulateur. 

21. Composition pharmaceutique caracterisee par le fait quelle 
renferme, a titre de principe actif, au moins un produit immunomodulateur obtenu 

5 selon le procede teJ que defini a l'une quelconque des revendications 1 a 18, et au 
moins un support pharmaceutiquement acceptable. 

22. Composition pharmaceutique selon la revendication 21, 
caracterisee par le fait qu'elle est destin£e a 1'administration par voie orale et quelle se 
presente sous forme liquide ou solide. 

1 0 23. Composition alimentaire caracterisee par le fait qu'elle renferme, 

a titre d'ingredient, au moins un produit immunomodulateur obtenu selon le procede 
tel que defini a Tune quelconque des revendications 1 a 1 8. 

24. Composition alimentaire selon la revendication 23, caracterisee 
par le fait qu'elle se presente sous la forme d'une preparation lactee ou non 5 fermentee 

15 ou non, d'origine animale ou vegetale, y compris de formules infantiles, pour adultes 
ou pour seniors. 

25. Composition alimentaire selon la revendication 24, caracterisee 
par le fait qu'elle se presente sous la forme de lait liquide ou en poudre, de produits 
frais, de cereales, de biscuits (fourrage), de petits pots, de desserts, de produits 

20 hospitaliers, de produits dietetiques ou de complements nutritionnels. 
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FIGURE 3 




c^ 9 . 1 cas 189 bis seq. ST25.txt 
SEQUENCE LISTING 



<110> COMPAGNIE GERVAIS DANONE 



<120> PRODUIT IMMUNOSTIMULANT OBTENU A 
ET COMPOSITIONS LE CONTENANT U ° ,tNU A 

<130> Fl9i cas 189 FR bis 

<150> FR0304746 
<151> 2003-04-16 



PARTIR D'UNE CULTURE DE BIFIDOBACTERIUM 



<160> 12 



<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 21 

<212> prt 

<213> Bifidobacterium breve 



<400> 1 

Arg Glu Leu Gly lie Gly Thr Pro 

Trp Tyr lie Tyr Ala 
20 

<210> 2 
<211> 13 
<212> prt 

<213> Bifidobacterium breve 



ser Phe Leu His Asn Gly Gly Gin 
10 15 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> C10) . . (10) 

<223> acide amine quelconque 
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F191 cas 189 bis seq. ST25.txt 

<400> 2 

Arg Val Leu Tyr Asn Pro Gly Gin Tyr Xaa Tyr val Arg 
1 5 10 

<210> 3 

<211> 22 

<212> prt 

<213> Bifidobacterium breve 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> C2) . . C2) 

<223> acide amine quelconque 

<400> 3 

Glu Gin Ala Thr Ala Asn Gly Gin val ser ser Gly Gin Gin Ser Thr 
1 5 10 15 

Gly Gly ser Ala Ala Pro 
20 

<210> 4 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle - amorce 
<400> 4 

tcaatcatgg cctgtggtct g 

<210> 5 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle - amorce 

<400> 5 

aagctcttgg cgtccgagg 

<210> 6 
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F191 cas 189 bis seq. ST25.txt 

<211> 24 
<212> ONA 

<213> sequence artificielle - sonde 
<400> 6 

tcgccagcaa cctgaatcaa cctg 2 

<210> 7 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> sequence artificielle - amorce 
<400> 7 

aatggcagac agcttttcg 

<210> 8 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> sequence artificielle - amorce 
<400> 8 

gatcatggcg tggttagc 

18 

<210> 9 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> sequence artificielle - sonde 
<400> 9 

ttccacttta acccccgctt caatgagaac 3Q 

<210> 10 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> sequence artificielle - amorce 



<400> 10 

tggcgctttt gactcaggat t 
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f 

F191 cas 189 bis seq. ST25.txt 

<210> 11 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle - amorce 
<400> 11 

gggatgtttg ctccaaccaa c 21 

<210> 12 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> sequence artificielle - sonde 



<400> 12 

gccgtcgcct tcaccgttcc agttttt 27 
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